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Application des micro-spectrométries infrarouge 
et Raman à l’étude des processus diagénétiques 
altérant les ossements paléolithiques
Application of Infrared and Raman Micro-Spectroscopy to the Study 
of Diagenetic Processes Altering Palaeolithic Bones
Matthieu Lebon *, **, Katharina Müller **, Ludovic Bellot-Gurlet ***, 
Céline Paris *** et Ina Reiche **
Résumé : Diff érents processus post-mortem peuvent altérer les ossements et limiter l’utilisation de leur composition élémentaire et isotopique comme 
marqueurs paléo-environnementaux/climatiques, paléo-alimentaires ou encore géochronologiques. De part leur structure complexe et hiérarchisée, les 
ossements in vivo sont des tissus hétérogènes. La prise en compte de cette hétérogénéité, renforcée au cours de la fossilisation, nécessite l’utilisation de 
techniques d’analyses adaptées permettant l’étude des variations de structure et de compositions à micro-échelle. De précédents travaux ont montré 
que des techniques de micro-spectrométrie vibrationnelle telle que la micro-spectrométrie infrarouge pouvait permettre de caractériser les modifi cations 
induites par les processus diagénétiques et de déterminer les états de préservation des échantillons fossiles. Dans cette étude, des indices permettant de 
déterminer la composition d’ossements fossiles ont été acquis en spectrométrie infrarouge et Raman, ceci dans le but de comparer les informations 
fournies par ces deux techniques. Les micro-spectrométries IR et Raman ont ensuite été appliquées à des échantillons fossiles préparés sous forme de 
coupes minces ou de lames épaisses. Ces premiers résultats de cartographie obtenus par micro-spectrométrie Raman permettent de mettre en évidence 
l’apport de cette technique à la compréhension des processus diagénétiques en permettant de déterminer la répartition des principaux composés des 
ossements fossiles (teneur en collagène, en carbonates, cristallinité de la phase minérale, etc.).
Abstract: Various post-mortem processes can alter bone materials and then limit the use of their elemental or isotopic composition as markers for palaeo-
environmental/climatic, paleodiet, or geochronological studies. Due to their complex and hierarchical structure, in vivo bones correspond to a highly 
heterogeneous tissue. Th e study of this heterogeneity, reinforced during fossilization processes, requires the use of adapted analytical techniques to investigate 
the variation of composition at microscale. Previous works have demonstrated that vibrational spectroscopic techniques like infrared micro-spectroscopy 
can be used to characterize the modifi cation of composition induced by diagenetic processes and to determine the preservation state of the fossil samples. In 
this study, some spectral parameters, used to determine the composition of fossil bones, were measured by both infrared and Raman spectroscopy in order 
to compare the information supplied by these two techniques. Infrared and Raman micro-spectroscopy were then applied to fossil samples prepared as thin 
sections or polished thick sections. Th ese fi rst results of chemical mapping obtained on fossil bones by Raman micro-spectroscopy are in good agreement 
with the data obtained by FTIR micro-spectroscopy. Th ese results demonstrated the capacity of this method for the understanding of diagenetic processes 
by monitoring the main components of fossil bone tissues (carbonates and collagen content, mineral crystallinity, etc.).
Mots clés : ossements fossiles, altération diagénétique, micro-spectrométrie infrarouge et Raman, Cristallinité, Phase minérale et organique.
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1. INTRODUCTION
De nombreux processus sont susceptibles de modifi er 
et d’altérer les ossements après la mort. Ces processus, 
dits taphonomiques, peuvent intervenir dès les premières 
phases de putréfaction des tissus mous et se prolonger dans 
l’environnement sédimentaire tout au long de l’enfouis-
sement (diagenèse), sous l’eff et combiné de facteurs bio-
logiques et géochimiques (Collins et al., 2002 ; Hedges, 
2002). L’étude de ces processus taphonomiques, et de leurs 
eff ets sur les assemblages osseux en contexte archéologique 
et paléontologique, peut constituer une source d’informa-
tion permettant de reconstituer l’ensemble des évènements 
intervenus entre la mort de l’animal et la découverte de 
restes squelettiques, c’est-à-dire de déterminer leur histoire 
taphonomique. Les processus bio/physico-chimiques peu-
vent également entrainer des changements profonds de la 
structure et de la composition des ossements, et modifi er 
ou supprimer certains signaux biomoléculaires, élémen-
taires ou isotopiques (Hedges et al., 1995 ; Hedges, 2002 ; 
Trueman et al., 2004 ; Trueman et al., 2008). De nombreux 
travaux ont ainsi démontré que les altérations diagéné-
tiques pouvaient limiter l’utilisation des ossements fossiles 
comme source d’information dans le cadre des reconstitu-
tions paléo-climatiques/environnementales, de l’étude des 
régimes alimentaires, des analyses paléogénétiques ou encore 
des études géochronologiques (Lee-Th orp, 2002 ; Lee-Th orp 
et Sponheimer, 2003 ; Bocherens et al., 2008).
Diff érentes méthodes ont ainsi été développées afi n de 
caractériser les altérations diagénétiques, d’évaluer l’état de 
préservation des ossements fossiles et de comprendre les pro-
cessus mis en œuvre. Cependant, très peu de données sont 
disponibles à ce jour sur les variations de composition ou de 
structure des phases organique ou minérale des ossements 
fossiles à micro-échelle. Seuls quelques travaux ont permis 
l’obtention de données sur la composition élémentaire par 
analyse par faisceau d’ion (PIXE/PIGE) ou par spectromé-
trie de masse (Reiche et al., 1999 ; Goodwin et al., 2007, 
Gaschen et al., 2008 ; Olivares et al., 2008, Hinz et Kohn, 
2010), ainsi que sur la préservation de la trame organique 
par Microscopie Électronique à Transmission (Reiche et al., 
ce volume, Chadefaux, 2009). Seuls des paramètres struc-
turaux tels que la taille et l’épaisseur moyenne des cristaux 
de la phase minérale de l’os ont également pu être obtenus 
in situ par diff usion des rayons X aux petits angles (SAXS) 
(Wess et al., 2002). D’autres techniques peuvent permettre 
d’accéder à des informations structurales et de composition 
à micro-échelle. C’est notamment le cas de la micro-spectro-
métrie infrarouge (IR-TF) qui présente l’avantage de four-
nir des informations résolues spatialement, à la fois pour 
les phases organique et minérale de l’os. Cette technique 
a ainsi été largement utilisée dans le domaine biomédical 
pour l’étude des échantillons modernes (Paschalis et al., 
1996, Boskey et Mendelsohn, 2005, Boskey et Pleshko-
Camacho, 2007). La micro-spectrométrie IR a également 
été appliquée récemment afi n de caractériser à micro-échelle 
les modifi cations de composition induites par les processus 
diagénétiques (Reiche et al., 2010 ; Lebon et al., 2011). Ce 
type d’analyses par spectrométries vibrationnelles s’est révélé 
pertinent afi n d’améliorer notre compréhension des phéno-
mènes d’altération diagénétique et de mieux évaluer l’état de 
conservation des échantillons.
Une autre spectrométrie vibrationnelle, la micro-spectro-
métrie Raman a été appliquée dans le domaine biomédi-
cal afi n de cartographier les variations de composition au 
niveau des structures histologiques des ossements modernes 
(Timlin et al., 1999 ; Kazanci et al., 2007 ; Goodyear et al., 
2009 ; Gamsjaeger et al., 2010 ; Shen et al., 2010). Cette 
technique a aussi été utilisée afi n de déterminer localement 
l’état de préservation d’échantillons fossiles ou la conserva-
tion de matériel osseux dans les collections muséales (Pucéat 
et al., 2004 ; Edwards et al., 2005 ; Th omas et al., 2007 ; Le 
Blond et al., 2009).
Le but de cette étude est de présenter des premiers tests de 
cartographies réalisées par micro-spectrométrie Raman afi n 
de caractériser les modifi cations de composition à l’échelle 
histologique de l’os pendant la diagenèse. Ces cartographies 
Raman seront comparées à celles enregistrées en spectromé-
trie IR-TF sur des échantillons similaires. Il sera ainsi pos-
sible d’évaluer le potentiel de cette technique pour l’étude 
in situ des processus d’altérations diagénétiques.
Afi n de caractériser l’état de préservation des échantillons 
présentés ci-dessous, plusieurs paramètres spectraux permet-
tant de caractériser les phases organique et minérale ont été 
mesurés à la fois en spectrométrie Raman et infrarouge. Ces 
paramètres spectraux permettront notamment de caractéri-
ser la proportion relative de collagène, de carbonates, ainsi 
que la cristallinité de la phase minérale des échantillons fos-
siles. Avant d’être appliquées à un échantillon archéologique 
préparé sous forme de coupes minces, les résultats fournis 
par ces deux types de spectrométries ont tout d’abord été 
comparés pour des échantillons sous forme de poudre d’osse-
ments chauff és et non chauff és retrouvés en contexte archéo-
logiques. En eff et, diff érents travaux ont mis en évidence une 
perte de la matière organique et des carbonates au cours de 
la chauff e. La perte de ces deux composés s’accompagne de 
la recristallisation de la phase minérale à haute température 
(>650 °C) qui conduit à une augmentation importante de la 
cristallinité (Stiner et al., 1995 ; Hiller et al. ; 2003, Lebon, 
2008 ; Lebon et al., 2008, Piga et al., 2008 ; Lebon et al., 
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2010). Une sélection d’échantillons présentant diff érents 
états de chauff e peut ainsi permettre d’appliquer les para-
mètres spectraux établis en spectrométrie IR-TF et Raman 
à des échantillons présentant des diff érences importantes de 
composition et de structure. Des diff érences de composi-
tion dues à des processus diagénétiques très distincts entre 
les deux sites archéologiques étudiés peuvent s’ajouter aux 
modifi cations des diff érences de composition induites par les 
états de chauff e. À travers cette étude, il sera ainsi possible de 
comparer les informations fournies par ces deux techniques 
d’analyses avant de les appliquer à des échantillons fossiles 
préparés sous forme de coupe mince obtenue par microto-
mie ou de coupes épaisses.
2. MATÉRIEL ET MÉTHODE
Ossements fossiles préparés 
sous forme de poudre
Les échantillons osseux étudiés proviennent de deux 
sites archéologiques pléistocènes. Il s’agit des sites de Bize-
Tournal (Aude-France, 15 ka [Tavoso, 1987]) et de Song 
Terus (Java-Indonésie, 60-80 ka [Sémah et al., 2004]). Pour 
chacun des sites, des échantillons chauff és et non chauff és 
ont été sélectionnés sur la base de critères macroscopiques 
tels la présence ou l’absence de traces de carbonisation ou 
de calcination (Lebon et al., 2010). Les échantillons non 
chauff és du site de Bize-Tournal sont généralement peu 
altérés puisqu’ils contiennent du collagène préservé. Les 
échantillons provenant du site de Song Terus sont quant 
à eux fortement altérés puisque la totalité de leur matière 
organique a disparue, et que leur phase minérale est par-
tiellement recristallisée en fl uorapatite (Lebon et al., 2010).
Les échantillons présentés ici ont fait l’objet d’une précé-
dente étude exhaustive par spectrométrie IR-TF (Lebon, et 
al., 2010). Pour chaque échantillon, un prélèvement a été 
eff ectué en utilisant une mèche diamantée à faible vitesse de 
rotation pour éviter toute chauff e de l’échantillon. Une par-
tie de cet échantillon a alors été utilisée pour la spectrométrie 
infrarouge, l’autre pour la spectrométrie Raman.
Les échantillons pour la spectrométrie IR-TF ont été 
préparés selon la méthode du pastillage. Quelques milli-
grammes de chaque échantillon ont été broyés dans de l’acé-
tone afi n d’obtenir une taille de grains très inférieure à 5 μm. 
Les pastilles ont ensuite été préparées en mélangeant 2,5 mg 
de l’échantillon broyé complété à 1 g par du bromure de 
potassium (KBr). Enfi n, 300 mg de ce mélange sont pesés et 
pressés à 11 t.cm-1 pendant 1,5 min. Les données IR-TF ont 
alors été collectées en transmission entre 4 000 et 400 cm-1 
sur un spectromètre Vector 22 (Bruker) équipé d’un détec-
teur DGTS, par l’accumulation 64 spectres avec une réso-
lution spectrale de 2 cm-1.
Les spectres Raman ont été collectés sur un spectromètre 
RFS 100/S (Bruker) utilisant comme source excitatrice 
une diode laser Nd : YAG (1 064 nm) et un détecteur ger-
manium refroidi à l’azote liquide. Les spectres Raman ont 
été enregistrés entre 3 550 et 50 cm-1 avec une résolution 
spectrale de 4 cm-1, en accumulant de 128 à 512 scans afi n 
d’obtenir un rapport signal/bruit satisfaisant. L’interface 
d’analyse macroscopique du spectromètre permet de focali-
ser le rayonnement laser (fi xé à 100 MW sur l’échantillon) 
sur une zone de 100x100 μm² à la surface de l’échantillon 
sous forme de poudre, placé sur un miroir d’or afi n d’amé-
liorer l’intensité du signal Raman récolté par le spectromètre.
Ossements fossiles préparés 
sous forme de coupe mince
Les micro-spectrométries infrarouge et Raman ont été 
appliquées à deux échantillons préparés sous forme de 
coupes minces obtenues par microtomie, selon le protocole 
présenté ci-dessous. Il s’agit de l’échantillon ST-Ta-8 pro-
venant du site de Song Terus et de l’échantillon BZ-O30-9 
provenant du site de Bize Tournal. L’état de conservation de 
ces échantillons est représentatif de l’état général du matériel 
osseux fossile provenant de ces sites.
L’analyse d’échantillons en transmission par micro-spec-
trométrie IR-TF nécessite leur préparation sous forme de 
coupes minces d’une épaisseur de l’ordre de 2 μm. Cette 
étape n’est possible pour des échantillons fossiles altérés 
qu’après leur induration par de la résine (Lebon et al., 2011). 
De petits fragments d’échantillons (0,5 x 0,5 x 1 cm3) ont 
donc été déshydratés avant d’être inclus dans une résine de 
polyméthylméthacrylate (PMMA). Cette résine a été choi-
sie car ses bandes les plus intenses se situent en dehors des 
zones d’intérêt du matériau osseux. Pour chaque échan-
tillon, plusieurs coupes minces de 2 μm d’épaisseur et d’une 
taille comprise entre 500 x 500 et 500 x 1 000 μm² ont été 
obtenues en utilisant un ultramicrotome Leica EM UC6 
(plateforme IPANEMA-SOLEIL). Les analyses par micro-
spectrométrie IR-TF ont été réalisées à la ligne SMIS du syn-
chrotron SOLEIL (Gif-sur-Yvette, France), en utilisant un 
microscope Continuμm couplé à un spectromètre Nicolet 
5700 (Th ermoNicolet). Le microscope IR-TF est équipé 
d’un détecteur Mercure-Cadmium-Telluride (MCT-A) col-
lectant le rayonnement IR dans la gamme 4 000-650 cm-1. 
Les sections fi nes d’ossements fossiles ont été placées sur 
des fenêtres BaF2 (MolTeck, GmBH) et fi xées à ce support 
par une goutte d’éthanol. En séchant, l’éthanol permet à la 
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coupe d’adhérer à son support ce qui assure ainsi la planéité 
de la surface. Les supports BaF2 avec les échantillons ont 
ensuite été placés sur la plateforme motorisée du micros-
cope afi n d’être analysés en mode transmission en utilisant 
une ouverture de diaphragme de 12 x 12 μm² et un pas de 
10 μm entre chaque point d’analyse. Pour chaque pixel de 
la zone analysée, 128 scans ont été accumulés sur la gamme 
spectrale 4 000-400 cm-1 avec une résolution spectrale de 
4 cm-1. Des backgrounds ont été réalisés dans les mêmes 
conditions avant chaque cartographie. Pour chaque échan-
tillon, des zones d’au moins 100x100 μm² ont été étudiées. 
Ces zones ont été choisies en dehors des parties de la coupe 
présentant des artéfacts de préparation (fi ssurations, replis, 
manque de planéité, etc.). L’ensemble du protocole de pré-
paration des échantillons et du mode de traitement des don-
nées est détaillé dans Lebon et al. (2011).
Des analyses Raman ont pu être également réalisées sur 
ces mêmes coupes minces et des sections polies en utilisant 
un spectromètre Raman DXR (Th ermoScientifi c) avec une 
source laser à 532 nm. Le microscope muni d’un objectif 
x40 permet de focaliser le faisceau laser sur une zone d’en-
viron 5 μm. Ces conditions analytiques permettent d’obte-
nir un bon compromis entre résolution spatiale et intensité 
du signal Raman. Pour chaque point d’analyse, cinq à dix 
spectres de 10 à 15 s ont été accumulés avec une résolution 
spectrale de 4 cm-1 afi n d’obtenir un rapport signal/bruit 
suffi  sant.
Ossement fossile préparé 
sous forme de coupe épaisse
Un échantillon provenant du site de Song Terus a éga-
lement été préparé sous forme de lame polie avant d’être 
étudié par micro-spectrométrie Raman. Cet échantillon 
(ST-Ta-3) correspond à un ossement chauff é présentant des 
traces de calcination avancée sur ces faces externes, tandis 
que la partie interne est restée carbonisée. Après la réalisation 
d’une section transversale à l’axe longitudinal de l’os sans 
aucune préparation préalable, une des faces a donc été polie 
afi n de procéder aux analyses Raman (fi g. 1c). Le polissage 
permet une visualisation des zones d’intérêt par microscopie 
optique avant d’entreprendre les analyses Raman et assure 
une focalisation constante du rayonnement laser au cours 
de l’analyse. Cet échantillon, trop fragile, n’a pas pu être 
préparé sous forme de coupe fi ne nécessaire à une analyse 
par micro-spectrométrie IR en transmission.
Paramètres spectraux utilisés 
pour la caractérisation des échantillons
À partir des spectres obtenus en spectrométries IR-TF et 
Raman, diff érents indices ont été mesurés afi n de caractériser 
les échantillons. Les fi gures 2a et 2b présentent des spectres 
typiques d’un ossement fossile bien préservé provenant du 
site de Bize-Tournal, acquis respectivement en spectrométrie 
IR et Raman.
Cristallinité de la phase minérale
L’augmentation de la cristallinité de la phase minérale des 
ossements au cours de la diagenèse est couramment éva-
luée en spectrométrie IR par l’intermédiaire du « Splitting 
Factor » (IRSF) (Weiner et Bar-Yosef, 1990). Cet indice 
de cristallinité est basé sur le degré d’individualisation des 
deux bandes phosphates (ν4PO4) situés à 565 et 605 cm
-1 
(fi g. 2c). Plus ces deux bandes sont individualisées, plus 
l’IRSF et la cristallinité (taille et perfection des cristaux) 
sont importantes. D’autres indices de cristallinité peuvent 
également être mesurés en se basant sur le domaine spec-
tral situé entre 1200 et 900 cm-1. Ce large massif spectral 
résulte de plusieurs composantes correspondant aux modes 
de vibration ν1 et ν3 des groupements phosphates (Rey et al., 
1991 ; Gadaleta et al., 1996 ; Lebon et al., 2008). Plusieurs 
travaux ont montré que l’établissement de rapport entre des 
composantes attribuées aux groupements phosphates dans 
un environnement stœchiométrique, et des composantes 
attribuées aux groupements phosphates dans un environ-
nement non stœchiométrique, pouvait permettre d’évaluer 
la cristallinité de la phase minérale. C’est notamment le cas 
des indices basés sur les rapports d’intensité des composantes 
1030 cm-1/1 020 cm-1 et 1 060 cm-1/1 075 cm-1 (Paschalis et 
Figure 1 : (Voir planche couleur) Vue en microscopie optique de deux 
coupes minces obtenues pour l’échantillon ST-Ta-8, étudiées (a) en 
micro-spectrométrie infrarouge avec source de lumière synchrotron et 
(b) en micro-spectrométrie Raman. (c) Section polie de l’échantillon 
ST-Ta-3 étudié par spectrométrie Raman.
Figure 1: (See colour plate) Optical micrograph of two thin sections 
obtained for the sample ST-Ta-8, and studied by (a) infrared micro-spec-
trometry using synchrotron radiation and (b) Raman micro-spectrometry. 
(c) Polished section of the sample ST-Ta-3 studied by Raman micro-
spectrometry.
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al., 1996  Lebon et al., 2010). Dans le cadre de cette étude, 
la cristallinité des échantillons a été évaluée par l’intermé-
diaire de l’IRSF, ainsi que de l’indice 1060/1075. Une pré-
cédente étude a mis en évidence une bonne correspondance 
entre ces deux modes d’évaluation de la cristallinité pour des 
ossements fossiles (Lebon, et al., 2010).
En spectrométrie Raman, la cristallinité des échantillons 
fossiles a été évaluée par la mesure de la largeur à mi-hauteur 
(« Full Width at Half Maximum », FWHM) de la bande 
centrée vers 960 cm-1 correspondant au mode de vibra-
tion ν1 des groupements phosphates (Pucéat, et al., 2004) 
(fi g. 2d). Diff érents travaux ont également montré que la 
position de cette bande ν1PO4 était susceptible de varier 
suite à une amélioration de l’organisation du réseau cristallin 
due à l’incorporation de diff érents ions au sein de la maille 
cristalline. Une augmentation de la position en fréquence de 
cette bande peut ainsi être utilisée afi n de mettre en évidence 
des altérations diagénétiques et notamment un enrichisse-
ment en fl uor (Th omas et al., 2007 ; Lebon et al., 2010).
La position de cette bande a été relevée à la fois en spec-
trométrie IR-TF et Raman (Figure 2a et 2b).
Teneur relative en collagène et carbonates
La préservation éventuelle de collagène au sein des échan-
tillons fossiles, et l’évaluation de la quantité relative de col-
lagène pour les diff érents échantillons fossiles constitue un 
paramètre important de l’évaluation de l’état de préserva-
tion. Plusieurs bandes attribuées au collagène sont identi-
fi ables sur les spectres IR-TF et Raman. La mesure de la 
préservation relative du collagène dans les diff érents échan-
tillons peut être réalisée par le rapport d’aire ou d’inten-
sité entre la bande amide I et la bande phosphates la plus 
intense, c’est-à-dire autour de 1 035 cm-1 en spectrométrie 
IR-TF et vers 961 cm-1 en spectrométrie Raman (fi g. 2a 
et 2b). De façon comparable, le rapport d’aire ou d’inten-
sité entre bande carbonates et phosphate a permis d’éva-
luer la proportion relative de carbonates dans les diff érents 
échantillons (Th omas et al., 2007). La bande carbonates 
Figure 2 : Spectres typiques d’un ossement fossile (BZ-O30-17) bien préservé acquis en spectrométrie IR-TF (a) et FT-Raman (b). (c) Mode 
de calcul de l’indice de cristallinité en spectrométrie infrarouge (« Splitting Factor », IRSF). (d) Détail de la gamme spectrale 1200-800 cm-1 en 
spectrometrie Raman.
Figure 2: Typical spectra of a well preserved fossil bone (BZ-O30-17) analysed by FTIR spectrometry (a) and FT-Raman (b). Calculation mode of the 
crystallinity index in infrared spectrometry (“Splitting Factor”, IRSF). (d) Detail of the 1200-800 cm 1 spectral range in Raman spectrometry.
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à 1 415 cm-1 a été utilisée dans le cas de la spectrométrie 
IR-TF, tandis qu’en spectrométrie Raman, c’est la bande 
centrée vers 1 073 cm-1 qui a été employée (fi g. 2a et 2b). 
En spectrométrie IR-TF, l’intensité relative des bandes a été 
utilisée afi n d’établir les concentrations relatives en carbo-
nates et en collagène, alors qu’en spectrométrie Raman, la 
plus faible intensité de ces bandes a nécessité l’utilisation 
de leur aires afi n d’obtenir des rapports fi ables. Ces diff é-
rents indices ont été mesurés suivant les modes de mesure 
présentés des diff érents travaux cités précédemment (Pucéat 
et al., 2004 ; Th omas et al., 2007 ; Lebon et al., 2010). Ces 
diff érents paramètres spectraux ont été calculés en utilisant 
le logiciel GramsAI (Th ermoScientifi c) pour les données 
IR-TF et le logiciel OPUS (Bruker) en ce qui concerne les 
données Raman.
3. RÉSULTATS ET DISCUSSION
Échantillons sous forme de poudre
Cristallinité
Les valeurs de cristallinités mesurées en spectrométrie IR 
(IRSF) et Raman (FWHM) pour les échantillons en poudre 
sont présentées en fi gure 3a. Une augmentation de la cris-
tallinité de la phase minérale de l’échantillon se caractérise 
par une réduction de la FWHM de la bande ν1PO4 vers 960 
cm-1 en spectrométrie Raman, tandis que l’on observe une 
augmentation de l’IRSF en spectrométrie IR. Les échan-
tillons calcinés présentent des valeurs d’IRSF supérieures à 
7,5 et une FWHM de la bande ν1PO4 inférieure à 10 cm
-1, 
sans qu’il soit possible d’établir de corrélation entre ces deux 
valeurs. En ce qui concerne les échantillons non chauff és, ils 
présentent des valeurs d’IRSF comprises entre 3,2 et 4,5, et 
des FWHM comprises entre 14,4 et 17,2 cm-1. Une corréla-
tion entre les mesures de cristallinité obtenues en spectromé-
trie IR et en spectrométrie Raman pour les échantillons non 
chauff és (r² = 0,6, p < 0,01) a été observée. Pour la position 
de la bande ν1PO4, une bonne corrélation entre les mesures 
eff ectuées en spectrométrie Raman et IR a également été 
mise en évidence (r² = 0,77, p < 0,01). 
Teneurs en carbonates et en collagène
L’évaluation de la proportion relative des carbonates dans 
la phase minérale a également pu être déterminée en utili-
sant le rapport des bandes carbonates et phosphates (fi g. 3c). 
Une corrélation est observée entre les données obtenues en 
spectrométrie IR et Raman, mais celle-ci est essentiellement 
représentée par deux groupes de points distincts. Il semble 
donc que la mesure des teneurs en carbonates soit plus diffi  -
cile en spectrométrie Raman qu’en IR-TF. Il en est de même 
en ce qui concerne le collagène, puisque la détection et la 
mesure de la bande amide n’a été possible que pour trois 
échantillons en spectrométrie Raman (contre six échan-
tillons en spectrométrie IR-TF). Ces données sont pour le 
moment insuffi  santes pour tenter d’établir une corrélation 
entre les résultats de quantifi cation du collagène établie avec 
ces deux méthodes.
Figure 3 : Comparaison entre les données obtenues en spectrométrie Raman et IR-TF pour les valeurs de cristallinité (a), la position en fréquence 
de la bande ν1PO4 (b), et de la teneur relative en carbonates (c).
Figure 3: Comparison of the data obtained by Raman and FTIR spectrometry for crystallinity values (a), ν1PO4 band frequencies (b) and carbonates 
relative content (c).
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Cartographie IR et Raman
La micro-spectrométrie IR a été appliquée sur une coupe 
mince provenant de l’échantillon ST-Ta-8 du site de Song 
Terus. La fi gure 4a présente une vue en microscopie optique 
de la zone d’analyse étudiée pour cet échantillon et les 
fi gures 4b et 4c représentent respectivement les répartitions 
spatiales des teneurs en carbonates et des valeurs de la cris-
tallinité. Aucune trace de matière organique préservée n’a 
pu être détectée dans cet échantillon. Une répartition très 
hétérogène de la teneur en carbonates et des valeurs de cris-
tallinité au niveau de cette zone d’analyse a été observée. 
Ces variations importantes à micro-échelle témoignent de 
l’hétérogénéité des altérations diagénétiques qui intervien-
nent à l’échelle histologique. Les valeurs de cristallinité, 
très supérieures à celles classiquement observées pour des 
échantillons modernes, mettent en évidence une importante 
recristallisation de la phase minérale.
Cette recristallisation est confi rmée par les teneurs en car-
bonates assez faibles pour l’ensemble de la zone d’analyse, à 
l’exception de deux zones beaucoup plus riches en carbonates. 
Ces deux zones, entourant les porosités naturelles de l’os que 
constituent les canaux de Havers, présentent des teneurs en 
carbonates très supérieures à celles relevées dans les échan-
tillons modernes et pourraient donc correspondre à des zones 
d’enrichissement en carbonates exogènes provenant des eaux 
d’infi ltration. La teneur en carbonates au sein de la phase 
minérale est corrélée aux valeurs de cristallinité (fi g. 5), à l’ex-
ception de quelques pixels correspondant à ces zones enri-
chies en carbonates en périphérie des canaux de Havers (fi g. 5, 
points blancs). Cette absence de corrélation entre teneurs en 
carbonates et valeurs de cristallinité au niveau de ces zones 
suggère que les carbonates ne sont pas directement incorpo-
rés à la phase minérale, mais plutôt adsorbés à la surface des 
cristaux ou précipités sous forme de calcite.
Par ailleurs, il apparaît que les zones présentant des valeurs 
de cristallinité plus importantes se situent en périphérie, et 
entre, les ostéons. Des faciès similaires peuvent être obser-
vés dans ces ossements modernes où ces zones correspon-
dent à des zones du tissu osseux beaucoup plus minéralisées 
(Paschalis, et al., 1996). Cependant, les valeurs de cristalli-
nité sont ici beaucoup plus importantes que celles observées 
pour des ossements modernes (rapport 1060/1075 ≈ 1.12 
±0.02 ; [Lebon, et al., 2011]). Il semblerait donc que les 
altérations diagénétiques, et notamment les recristallisations 
de la phase minérale, puissent dans certains cas agir de façon 
à conserver les faciès présents in-vivo. Le nombre limité 
d’échantillons traités ne permet cependant pas de conclure 
pour le moment sur ce type de phénomène.
Pour l’échantillon BZ-O30-9, les teneurs en carbonates 
sont relativement hétérogènes dans la zone d’analyse contrai-
rement aux valeurs de cristallinité assez homogènes. Seule 
une zone présente une cristallinité plus élevée (FWHM plus 
faible). Cette zone correspond à la zone présentant un enri-
chissement en carbonates et semble donc plus altérée que les 
autres parties de la zone d’analyse. Pour cet échantillon, une 
Figure 4 : (Voir planche couleur) (a) Vue optique de la zone de l’échan-
tillon ST-Ta-8 analysée par micro-spectrométrie IR et distribution des 
(b) teneurs relatives en carbonates et (c) des valeurs de cristallinité dans 
cette même zone.
Figure 4: (See colour plate) Optical view of the area of the sample ST-Ta-8 
analysed by IR micro-spectrometry and distribution of (b) the carbonate 
relative content, and (c) the crystallinity values in this area.
Figure 5  : Relation entre les teneurs relatives en carbonates et les 
valeurs de cristallinité pour chacun des pixels de la zone de l’échan-
tillon ST-Ta-8 analysée par micro-spectrométrie IR. Les points blancs 
correspondent aux pixels entourant les canaux de Havers visibles sur 
la fi gure 4a.
Figure 5: Relationship between the relative content of carbonate and the 
crystallinity values for each pixel of the area of the sample ST-Ta-8 ana-
lysed by IR micro-spectrometry. White points correspond to the pixels sur-
rounding the Haversian canals visible on the fi gure 4a.
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partie de la phase organique est préservée. La distribution 
du collagène est cependant très hétérogène et la partie supé-
rieure de la zone analysée semble plus altérée, de même que 
la zone entourant le canal de Havers dans la partie inférieure 
de la cartographie Raman. Une corrélation inverse entre la 
distribution du collagène et celle des carbonates est obser-
vée. Bien que la mesure quantitative de ces deux composés 
semble possible à micro-échelle, leur détection est cependant 
diffi  cile en spectrométrie Raman du fait de la faible intensité 
de leurs bandes correspondantes et de la faible intensité du 
signal Raman. Des analyses complémentaires sont en cours, 
notamment sur du matériel moderne, afi n d’évaluer la fi abi-
lité des mesures obtenues pour ces deux composés.
En ce qui concerne l’analyse par micro-spectrométrie 
Raman de l’échantillon ST-Ta-8 (fi g.  7a), aucune trace 
de matière organique n’a été détectée ce qui confi rme les 
résultats obtenus en micro-spectrométrie IR. Les teneurs 
en carbonates sont relativement faibles, à l’exception de la 
partie en périphérie du canal de Havers situé au centre de 
la zone d’analyse (fi g. 7b). Ceci traduit une augmentation 
de la cristallinité liée à des phénomènes de recristallisation 
induits par les processus diagénétiques (fi g. 7c). Des posi-
tions en fréquence importantes pour la bande correspondant 
au mode de vibration ν1 des groupements phosphate ont été 
constatées (fi g. 7d). Ceci peut caractériser une amélioration 
de l’organisation du réseau cristallin due à diff érents proces-
sus diagénétiques possibles, par exemple des phénomènes 
de dissolution/recristallisation ainsi qu’à un enrichissement 
important en fl uor tel qu’il a pu être mis en évidence dans 
une précédente étude pour les échantillons de Song Terus 
(Lebon, et al., 2010). Une présence importante de calcite a 
été mise en évidence autour du canal de Havers. La présence 
de calcite au niveau d’une porosité naturelle de l’os et le taux 
important de carbonates dans cette zone de l’échantillon 
témoignent d’un enrichissement en carbonates par les eaux 
d’infi ltration. Par ailleurs, les données de micro-spectromé-
trie Raman montrent que cet enrichissement reste très loca-
lisé et aff ecte peu le tissu osseux environnant. L’ensemble 
de ces résultats est en accord avec les résultats obtenus en 
micro-spectrométrie IR et avec l’état de préservation général 
observé pour le matériel osseux provenant de ce site.
Une cartographie Raman a également été réalisée sur une 
coupe épaisse de d’un autre échantillon du site de Song 
Figure 6 : (Voir planche couleur) a) Vue en microscopie optique de 
l’échantillon BZ-O30-9 analysé en spectrométrie Raman. Distribution 
des teneurs relatives en collagène (b), en carbonates (c), des valeurs de 
cristallinité (d). Les zones grisées correspondent aux zones présentant 
des spectres non exploitables pour la mesure de ces paramètres (pré-
sence de résine ou de calcite en quantité importante par exemple).
Figure 6: (See colour plate) a) Optical view of the thin section of the 
sample BZ-O30-9 analysed by Raman spectrometry. Distribution of the 
relative contents of collagen (b), carbonates (c), and crystallinity values (d). 
Th e shaded areas correspond to area with unusable spectra for the meas-
urement of these parameters (presence of resin or calcite in large amount 
for exemple).
Figure 7 : (Voir planche couleur) Vue optique de la zone d’analyse (a) 
et répartition des valeurs de cristallinité (b), des positions de la bande 
ν1PO4 (c), et des teneurs relatives de carbonates (d) et en calcite (e) 
pour l’échantillon ST-Ta-8 analysé par micro-spectrométrie Raman 
(532 nm). La zone analysée est également reportée en Figure 1c.
Figure 7: (See colour plate) Optical view (a) and distribution of crystal-
linity values (b), ν1PO4 band frequencies (c), relative contents of carbonate 
(d) and calcite (e) for the sample ST-Ta-8 analysed by Raman micro-
spectrometry (532 nm). Th e analysed area is also indicated on Figure 1.
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Terus (ST-Ta-3) sur une zone à la transition entre la partie 
interne carbonisée et la partie externe calcinée (Figure 8a). 
Les teneurs relatives en carbonates apparaissent beaucoup 
plus importantes dans la partie carbonisée que dans la partie 
calcinée (fi g. 8b). La FWHM de la bande ν1PO4 est plus 
faible dans la partie calcinée (fi g. 8c) caractérisant ainsi une 
cristallinité plus importante dans cette zone de l’échantillon. 
Les tendances observées pour ces deux paramètres mettent 
en évidence la recristallisation importante de la phase miné-
rale de l’os qui intervient lors de la calcination (température 
de chauff e supérieure à 650 °C). Les variations spatiales de 
composition observées pour cet échantillon correspondent 
donc bien aux tendances attendues compte tenu de l’état de 
chauff e de cet échantillon.
Apport de l’imagerie infrarouge 
et Raman à l’étude des processus diagénétiques
Les résultats présentés précédemment ont mis en évidence 
l’existence d’une hétérogénéité importante de la composi-
tion des ossements fossiles à micro-échelle. Une telle hété-
rogénéité nécessite la mise en place de protocoles analytiques 
adaptés afi n d’étudier les processus de fossilisation et d’éva-
luer les états de préservation à micro-échelle.
Les spectrométries IR et Raman permettent une carac-
térisation de l’état d’altération des échantillons. Les deux 
techniques analytiques off rent la possibilité de déterminer 
les caractéristiques de la phase minérale de l’os telles que 
sa teneur en carbonates, le degré d’organisation du réseau 
cristallin, ou encore sa cristallinité qui constitue l’un des 
paramètres d’évaluation de l’état de préservation les plus 
utilisés.
En spectrométrie IR, l’évaluation de la teneur en carbo-
nates et en collagène est relativement aisée compte tenu du 
bon rapport signal/bruit, même lorsque ces composés sont 
présents en faible concentration. Pour les échantillons ana-
lysés en spectrométrie Raman, la faible intensité des bandes 
correspondant au collagène et aux carbonates, et le faible 
rapport signal/bruit rend leur détection moins aisée et la 
précision des mesures devra être confi rmée par des analyses 
complémentaires.
La micro-spectrométrie IR off re une résolution spatiale 
pouvant atteindre une dizaine de micromètres lorsque l’on 
souhaite obtenir des données sur la gamme spectrale 2 000-
650 cm-1 nécessaire à l’étude des propriétés de l’os. Cette 
résolution est adaptée à l’étude des structures histologiques 
de l’os. L’obtention d’une telle résolution spatiale nécessite 
cependant l’utilisation de sources de lumière synchrotron, 
dont le temps d’accès est limité. L’obtention d’une résolu-
tion d’une résolution de l’ordre de 20 à 10 μm est cependant 
possible en utilisant des systèmes d’imagerie de laboratoire. 
La spectrométrie Raman off re en général une meilleure réso-
lution spatiale (<5 μm). Cependant, les temps d’acquisition 
des spectres sont généralement beaucoup plus longs qu’en 
spectrométrie IR, ce qui ne permet pas la cartographie de 
zones de taille importante. L’usage de cette technique semble 
donc réservé à l’étude de zones d’intérêt particulières de taille 
restreintes avec une résolution spatiale importante.
Par ailleurs, ces deux techniques peuvent également s’avé-
rer complémentaires pour la détection de certaines phases 
minérales exogènes, c’est notamment le cas de la calcite, 
Figure 8 : (Voir planche couleur) Vue optique de la zone d’analyse (a) 
et distribution des teneurs relatives en carbonates (b) et des valeurs de 
cristallinité (c) pour l’échantillon ST-Ta-3 analysé par micro-spectro-
métrie Raman (532 nm). Le gradient de composition induit par la 
chauff e est clairement identifi able par l’étude de ces deux composés. 
La zone analysée est également reportée en Figure 1a. Pour cette zone 
d’analyse, un point d’analyse a été réalisé tout les 5 μm en X et tout 
les 10 μm en Y.
Figure 8: (See colour plate) Optical view of the analysed area (a) and 
distribution of the carbonate relative contents (b) and crystallinity values 
(c) for the sample ST-Ta-3 analysed by Raman micro-spectrometry (532 
nm). Th e composition gradient induced by heating is clearly visible by the 
distribution of these two compounds. Th e analysed area is also indicated 
on Figure 1a. For this area, a spectra was acquired every 5 μm in X and 
10 μm in Y.
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diffi  cilement identifi able en micro-spectrométrie IR mais 
facilement caractérisable en micro-spectrométrie Raman.
La micro-spectrométrie Raman présente un avantage 
majeur sur la micro-spectrométrie IR en ce qui concerne la 
préparation des échantillons. Le protocole d’analyse établi en 
micro-spectrométrie IR nécessite de préparer les échantillons 
sont forme de coupes minces. Le temps nécessaire pour la 
préparation des échantillons (de l’ordre de plusieurs jours) 
constitue un facteur limitant, et la taille des coupes obtenues 
reste limitée et diffi  cilement contrôlable. En ce qui concerne 
la spectrométrie Raman, elle est applicable directement sur 
des surfaces polies ce qui minimise le temps de préparation 
et permet d’accéder à des zones d’investigation plus larges. Il 
pourrait alors être possible de combiner cette approche avec 
des analyses par micro-spectrométrie Infrarouge en mode 
réfl exion ou en réfl exion totale atténuée (ATR).
4. CONCLUSION
L’étude des processus d’altérations diagénétiques des maté-
riaux osseux constitue un thème important de recherche 
depuis de nombreuses années. Ces études se sont longtemps 
consacrées à l’analyse de fractions globale d’échantillons, ce 
qui ne permet pas de prendre en compte l’hétérogénéité de 
la composition de l’os in vivo, de même que l’hétérogénéité 
des altérations induites par les processus de fossilisation. Les 
développements techniques réalisés ces dernières années per-
mettent désormais de s’aff ranchir des diffi  cultés analytiques 
et de préparation des échantillons pour permettre une étude 
de ces processus diagénétiques à l’échelle histologique du 
tissu osseux.
Dans cette étude, nous avons montré que les micro-spec-
trométries IR et la micro-spectrométrie Raman pouvaient 
permettre d’obtenir des informations résolues spatialement 
sur la composition moléculaire et la structure des diff érents 
constituants minéraux des ossements fossiles. Ces deux tech-
niques peuvent ainsi permettre de caractériser diff érents états 
d’altérations, depuis les premiers stades d’altération de l’os 
(perte du collagène), jusqu’aux modifi cations plus profondes 
de la phase minérale (recristallisation de la phase minérale 
notamment).
Le protocole analytique présenté dans cette étude pourra 
également constituer un apport important dans le cadre de 
la sélection des échantillons, ou des parties d’échantillons, 
susceptibles de fournir des informations d’ordre paléo-iso-
topiques, paléo-génétiques ou encore géochronologiques.
À travers les premiers résultats présentés dans cette étude, 
il est possible d’entrevoir les possibilités off ertes par ces deux 
techniques. Cependant, en raison du faible nombre d’échan-
tillons étudiés jusqu’ici, il s’avère diffi  cile de déterminer avec 
certitude les processus ayant conduit à la formation des facies 
d’altération observés. Afi n d’améliorer notre compréhension 
des processus diagénétiques, ces deux techniques complémen-
taires devront être appliquées à un nombre plus important 
d’ossements fossiles provenant de diff érents contextes archéo-
logiques et paléontologiques, afi n de prendre en compte des 
paramètres tels que l’environnement sédimentaire, le contexte 
climatique et l’âge des échantillons considérés. L’étude d’un 
corpus plus large d’échantillons préparés sous forme de coupes 
polies est ainsi en cours par spectrométrie Raman. Il sera éga-
lement nécessaire d’améliorer les référentiels modernes per-
mettant de prendre en compte les diff érences de composition 
in vivo liées à l’espèce et à l’âge des individus. Ces études 
futures permettront ainsi de mieux appréhender les processus 
d’altération diagénétique et leurs eff ets sur le potentiel infor-
matif de la composition des ossements fossiles.
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